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Die Erfindung betrifft Ultraschall-Kontrastmittel, bestehend aus Mikropartikeln, welche ein Gas und 
Poiyaminodicarbonsaure-ccHrnid-Derivate enthalten, Verfahren zu ihrer Herstellung und deren Verwendung 
als Diagnostika und .Therapeutika. 

Die Ultraschalldiagnostik hat in der Medizin wegen der komplikationslosen einfachen Handhabung sehr 
5 breite Anwendung gefunden. Ultraschallwellen warden an Grenzflachen von unterschiedlichen Gewebearten 
reflektiert Die dabei entstehenden Echosignale werden elektronisch verstfirkt und sichtbar gemacht. 

Die Darsteliung von BlutgefSfien und inneren Organsn mittels Ultraschall eriaubt im allgemeinen nicht 
die Darsteliung des darin vorhandenen Blutflusses. FlOssigkeiten, insbesondere Blut. liefem nur dann 
Ultraschallkontrast, wenn Dichteunterschiede zur Umgebung bestehen. Als Kontrastmittel werden in der 
io medizinischen Ultraschalldiagnostik z.B. Gase enthaltende Oder Gase produzierende Substanzen verwendet, 
da der Impedanzunterschied zwischen Gas und umgebendem Blut wesentlich grofier 1st, als der zwischen 
FlOssigkeiten Oder Festkorpern und Blut (Levine RA, J Am Coll Cardiol 3: 28, 1989; Machi I.J CU 11: 3, 
1983). • ‘ 

In der Uteratur sind mehrere Methoden zur Herstellung und Stabilisierung von Gasblasen bekannt. In 
75 dem US-Patent 4,276,885 wird die Herstellung von GasblSschen mit definierter Grofle beschrieben. die mit 
einer vor dem Zusammenfliefien der Gasblasen schOtzenden GelatinehQIle umgeben sind. Die Aufbewah- 
rung der fertigen GasblSschen kann nur im eingefrorenen Zustand erfolgen, wobei die GasblSschen zur 
Verwendung wieder auf Korpertemperatur gebracht werden mGssen. 

Die EP-A2-0 123 235 und 0 122 624 beschreiben Gase enthaltende Ultraschall- Kontrastmittel, die aus 
20 Mischungen von grenzflachenaktiven Substanzen mit einem Feststoff in einem fIGssigen TrSger bestehen. 
Die Ultraschall-Kontrastmittel werden durch einen aufwendigen Vermahlungsproze/3 mit einer LuftstrahlmGh- 
le hergestellt. Die so hergestellten Partikel haben nur eine geringe Nutzungsdauer, weil sie die eingeschlos- 
senen Gase schnell verlieren. 

Die EP-A2-0 224 934 beschreibt Ultraschall-Kontrastmittel in Form von gasgefOUten Gelatine- Oder 
25 Albuminhohlkfirpem. Nachteilig ist jedoch die Verwendung von korperfremden oder denaturierten korperei- 
genen Proteinen wegen des damit verbundenen allergenen Risikos. 

In der EP-A1-0 327 490 werden Mikropartikel beschrieben, die aus Amylosen Oder synthetischen, 
bioabbaubaren Polymeren und einem Gas und/oder einer FlQssigkeit mit einem Siedepunkt von weniger als 
60* C, bestehen. Nachteile dieser Polymere sind deren klebrige Konsistenz in Wasser oder Blut deren 
30 schlechte Bioabbaubarkeit, deren Giftigkeit oder das Entstehen von toxischen Abbauprodukten. 

Es wurde bereits vorgeschlagen (Deutsche Patentanmeldung P 40 02 736.8) Polyaminodicarbonsaure- 
co-imid-Derivate als bioabbaubare Depotzubereitungen von Arzneimitteln mit kontrollierter Wirkstoffabgabe 
einzusetzen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es Ultraschall-Kontrastmittel auf der Basis von Mikropartikeln 
as zu entwickeln, die einen deutlichen Kontrast zum umgebenden Gewebe liefern, die so klein und stabil sind, 
da & sie ohne wesentlichen Gasverlust und im wesentlichen quantitativ die linke Herzhalfte nach intravenoser 
Applikation erreichen, gute Vertraglickeit ohne allergenes Potential besitzen, nicht in Wasser oder Blut 
miteinander verklumpen und sich schnell und einfach herstellen lassen. 

Es wurden Mikropartikel aus Polyaminodicarbonsaure-co-imid-Derivaten (Polydicarbonsaure-co-AHADS- 
40 Derivate) hergestellt, die sich uberraschenderweise hervorragend als Ultraschall-Kontrastmittel eignen. 
Durch Einbau ungedffneter Imidringe (AHADS-Ringe) ist insbesondere die Suspendierbarkeit der hergestell- 
ten Mikropartikel im Waisser hervorragend. Die Mikropartikel haben in wasserhaltigen FlOssigkeiten keine 
klebrige, schmierige Konsistenz und lagem sich kaum zusammen. Die Polymere bilden eine pharmakolo- 
gisch inerte Matrix, in die das Gas eingeschlossen ist. In vivo werden diese Polymere zu untoxischen, nicht 
45 allergenen und nicht immunogenen Verbindungen metabolisiert und ausgeschieden. In Tierexperimenten 
konnte gezeigt werden, da B die Mikropartikel die Lunge im wesentlichen ohne signifikanten Gasverlust 
passieren und in beiden HerzhSIften zu einem gleich intensiven Ultraschallkontrast fUhren. Die dabei 
aufgezeichneten Echokardiogramme zeigen keinerlei Wandbewegungsstorungen, wShrend und bis zu 60 
min nach der Applikation des Kontrastmittel s. Femer konnten sich keinerlei Veranderungen in einem 
so sechskanaligen EKG, sowie in der mittels Tip Manometer ermittelten Kontraktilitat. festgestellt werden. 

Die erfindungsgemaflen Ultraschall-Kontrastmittel bewirken einen verbesserten Echogenitatsanstieg in 
Myokard und erlauben eine verbesserte Endokarddarstellung. Femer konnen beispielswiese folgende 
Parameter besser beurteilt werden: 

KammergroBe, Wandbewegungsstorungen, Schlagvolumen, Ejektionsfraktion oder intrakavitSre Massen, Z. 
55 B. Thromben oder Tumore. Femer ermfiglichen die erfindungsgemafien Ultraschall-Kontrastmittel die 
Evaluierung von Fliefimustem b8i Klappeninsuffizienzen der linken und der rechten Herzhalfte, intrakardialen 
Shunts, sowie die verbssserte Darsteliung der groflen GefaBe bei kongenitalen Miflbildungen. Es wurde 
auch eine massive VerstSrkung des Dopplersignals beobachtet 
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Die Erfindung betrifft somit Ultraschall-Kontrastmittel, bestehend aus Mikropartikeln, welche ein Gas und 
ein Polyaminodicarbons8ure-co-imid-Derivat der Formel I, 




in der 

n 1 Oder 2 

is x 1 bis 500 

y 1 bis 500 ist, wobei 

x + y 2 bis 1000 ist und. 

R O-R 1 Oder NH-R 2 bedeutet, worin 

R 2 H t (CH 2 ) m -OR\ (C H 2 ) m -0-C(0)-Ri Oder (CH 2 ) m -O-C(O)-0R 1 bedeutet und 
20 m 2 bis 6 ist und 

R 1 H, Aryl, Aralkyl, Arylalkenyl, Alkyl Oder C 3 -Cs -Cycloalkyl Oder ein biologisch inaktiver Steroi- 

dalkohol Oder eine Aminosaure bedeutet, wobei Aryl unsubstituiert ist Oder substituiert ist mit 
Ci -C 4 -Alkyl, C 2 -C*-Alkenyl, Ci-C 4 -Alkylcarbonyloxy, Ci-C 4 -Alkoxy carbonyl, Ci-C*-Alkoxy Oder 
Hydroxy 

25 wobei die fUr R 1 genannten Alkylreste 1 - 22 C-Atome und die Alkenylreste 2 - 22 C-Atome 

aufweisen, 

die nicht unterbrochen Oder durch eine Carbonyloxy- Oder Oxycarbonylgruppe unterbrochen 
sind, wobei die in eckige Klammern gesetzten Wiederholungseinheiten statistisch und/oder in 
Blocken im Polymeren verteilt sind und wobei sowohl die mit x als auch die mit y gekenn- 
30 zeichneten Wiederholungseinheiten identisch Oder unterschiedlich sind und wobei die Amlno- 

sSuren a- und/oder 0-verknupft sind, enthaiten. 

Unter Aryl werden aromatische Kohlenwasserstoffe verstanden wie Phenyl und Naphthyl, insbesondere 
Phenyl. Bei den angegebenen substituierten Arylresten sind 1 bis alle ersetzbaren Wasserstoffatome dtirch 
identische Oder unterschiedliche Substituenten ersetzt. Bevorzugt sind die Arylreste mono- Oder disubstitu- 
35 iert. 

Die genannten Alkyl- und Alkenylreste kdnnen sowohl geradkettig als auch verzweigt sein. 

Die biologisch inaktiven Steroidalkohole sind bevorzugt Qber ihre OH-Gruppe gebunden. Ein bevorzugter 
Steroidalkohol ist Cholesterol. 

Bei den fUr R 1 genannten Aminosauren handelt es sich bevorzugt um naturlich vorkommende Aminosauren 
40 wie Tyr, Ala, Ser oder Cys, besonders bevorzugt um Tyr und Ala. Sie kdnnen sowohl Ober Ihre NH 2 - als 
auch Uber ihre COOH-Funktion gebunden seln. 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren ziir Herstellung von Gas enthaltenden Mikropartikeln, die aus den 
obengenannten Polymeren bestehen Oder diese enthaiten und deren Verwendung auch in Abmischung mit 
anderen, biovertrSg lichen und/oder bioabbaubaren Polymeren Oder physiologisch unbedenklichen Hilfsstof- 
45 fen, fOr diagnostische oder therapeutische Verfahren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Diagnostika Oder Therapeutika, bestehend aus mindestens 
einem der obengenannten Kontrastmittel. 

Femer betrifft die Erfindung auch Verfahren zur Herstellung von Diagnostika oder Therapeutika, die 
dadurch gekennzeichnet sind, da/3 man die obengenannten Ultraschali-Kontrastmittel .mit einem physiologi- 
60 schen Trager und gegebenenfalls weiteren Zusatz- und/oder Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichurigs- 
form bringt 

Im folgenden wird die Erfindung detailliert beschrieben. 

Als Aminodicarbonsauren werden AsparaginsSure und/oder GlutaminsSure eingesetzt die in einer 
Polykondensationsreaktion zu den entsprechenden Polyimiden (PolyanhydroaminodicarbonsSuren, Formel 
65 II) reagieren. Durch partielle Umsetzung mit einer oder mehreren Verbindungen der Formeln 111 und/oder IV 
und/oder NHa 

HO-R 1 (III) 



3 




EP 0 458 079 A2 



H 2 N-(CH 2 ) m -OH (IV) , 



worm m und R 1 wie .oben zu Formel I definiert sind, erhalt man einen a,B-Poly-D,L-Aminos§ureester-co-imid 
der Forme! VIII 




nh 3 

HO-R 1 dll) 

HgN- 1 CH 2 ) m "OH (.IV). 



is 



20 



h 2 n 




COOH 



(CHg) n 

~^COOH 



(VIII) 



R'- O-R 1 , HN-(CH 2 ) m -OH, NM 2 



Wesentlich bei dieser Umsetzung ist daB die Polyanhydroaminodicarbonsaure (II) nur teilweise in die 
25 offenkettigen Derivate UberfGhrt wird. Der Anteil an ungeoffneten Anhydroaminodicarbonsaure-Einheiten 
betragt 0,1 bis 99,9 %, bevorzugt 10 bis 90 %, (die Prozentangaben beziehen sich auf die Gesamtzahl der 
Wiederholungseinheiten im Gesamtpolymeren). In Abhangigkeit davon, nach welcher Seite der Imidring bei 
der oben beschriebenen Reaktion geoffnet wird, erhalt man or bzw. 0-verknupfte Aminos&uren. Bevorzugt 
eingesetzte Verbindungen der Formeln 111 und IV sind: 2- Ami noethanol, 3- Ami nopropanol, 2-Aminopropanol, 
30 Alkohole mit 1-18 C-Atomen, insbesondere Methanol, Ethanol, Isoamylalkohol und Isopropylalkohol. 

Ein Verfahren zur Herstellung von a,B-Poly-(2-hydroxyethyl)-DL-Aspartimid (PHEA) (Formel I; y = O; R 
= NH-CH 2 -CH 2 -OH) wird von P. Neri, G. Antoni, F. Benvenuti, F. Cocola, G. Gazzei, in J. Med. Chem. Bd. 
16, 893 (1973) beschrieben. Eine allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von PHEA findet sich in P. 
Neri, G. Antoni, Macromol. Synth. Bd. 8, 25. Auf diese Literaturstelle wird an dieser Stelle ausdrOcklich 
35 Bezug genommen. Die Umsetzung erfolgt in hoher Ausbeute zu einem Produkt mit hohem Reinheitsgrad. In 
gleicher Weise lassen sich, durch unterstochiometrischen Einsatz von NH 3 und/oder Verbindungen der 
Formeln III und/oder IV, die analogen Poly-asparaginsSurederivat-co-succinimid-Verbindungen der Formel 
VIII (n = 1) herstellen. 

Zur Herstellung von reinem Poly-(hydroxyalkyl)-L-glutamin muB ein anderes, umstandlicheres Verfahren 
40 angewendet werden, wie es in der US-PS 4 356 166 beschrieben ist. Dabei wird zunSchst die 7 -standige 
COOH-Gruppe der L-Glutaminsaure durch Veresterung mit Benzylalkohol geschOtzt. AnschlieBend wird 
dieses 7 -Benzyl-Glutamat mit Phosgen zu einem N-Carboxyanhydrid umgesetzt, welches dann nach 
Zugabe von Triethylamin in einem inerten Losungsmittel polymerisiert, wobei man Poly-y(benzyl)-L- 
glutamat erhSIt. Die Abspattung der Schutzgruppe erfolgt entweder durch Zugabe von einem HCl/HBr- 
45 Gemisch zur freien Poly-a-L-G!utaminsSure Oder aber in Gegenwart von Hydroxyalkylaminen zu den 
analogen Poly-a-(hydroxyalkyl)-L-glutaminen. Eine allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von Pdly-a- 
(hydroxypropyl)-L-glutamin findet sich in der US-PS 4 356 166, auf die an dieser Stelle ausdrOcklich Bezug 
genommen wird. In gleicher Weise lassen sich auch durch Einsatz von NH 3 und/oder Verbindungen der 
Formeln III und/oder IV die analogen Verbindungen der Formel VIII (n = 2) herstellen. 

50 GegenUber der aufwendigen Darstellung von reiner Polyglutaminsaure und deren Derivate kann man 
Glutaminsaure bis zu hohen Anteilen bei der einfachen Kondensation von AsparaginsSure mittels Phosphor- 
sSure zu Polyanhydroasparagins§ure-co-glutaminsaure mit einbauen. 

Die Polyaminos§ureamid-co-imide der Formel Vlll (R ,= HN-(CH 2 ) m -OH) kdnnen nun, sofem erforder- 
lich, im folgenden Reaktionsschritt mit einer Oder mehreren verschiedenen, biologisch inaktiven Verbindun- 
55 gen der. Formel V und/oder VI und/oder VII 
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X-R 1 (V) X-C-R 1 (VI) X-C-ORl (VII) 

(J ' 'i 

5 

zu weiteren Polyaminodicarbonsaure-co-AHADS-Derivaten umgesetzt warden. Hierbei steht X fOr eine 
Abgangsgruppe, die eine schonende Veresterung der Polymer-Alkoholgruppe ermSglicht. Bevorzugt slnd.. 
Chlor, Brom, Jod. Imidazolide, Anhydride Oder Hydroxyl, insbesondere Chlor. 
to Die Umsetzung mit den Verbindungen des Formeltyps V, VI Oder VII kann sowohl mit einer einzigen 
solchen Verbindung erfolgen als auch mit beliebigen Kombinationen dieser Verbindungen Oder auch mit 
Verbindungen, die unterschiedliche, z.B. in der Art ihrer Verzweigung, insbesondere in ihrer KettenlSnge 
verschiedene Reste R 1 haben. 

Die letztgenannte polymeranaloge Alkylierung bzw. Acylierung wird nach bekannten Verfahren der 
is organischen Chemie durchgefGhrt. Sie verlauft selektiv an der Hydroxylfunktion (Formel VIII, R’ = HN- 
(CH 2 ) m -OH) zu Ethem, Estern bzw. Carbonaten, ohne weitere Funktionen am Ausgangspolymeren anzugrei- 
fen. Besonders eignet sich die Einhom-Variante der Schotten-Baumann-Acylierung In Gegenwart von 
Pyridin. Dabei werden unter schonenden Bedingungen sehr hohe Derivatisierungsgrade (grofler 70 %) 
erzielt 

20 Das Molekulargewicht der Polymeren betragt 200 bis 100.000, bevorzugt 3.000 bis 70.000. 

Verbindungen des Formeltyps V sind kSuflich Oder, sofem nicht, auf eintache Weise nach literaturbe- 
kannten Verfahren zu synthetisieren. 

Die ChlorameisensSureester (Formel VII) erhalt man durch Umsetzung von Phosgen mit den entspre- 
chenden biologisch inaktiven, physiologisch unbedenklichen, aromatischen, araliphatischen, aliphatischen 
25 oder cycloaliphatischen, insbesondere unverzweigten Alkoholen. Besonders bevorzugt werden solche Alko- 
hole eingesetzt, die eine geradzahlige Kohlenstoffatomanzahl aufweisen. Auf diese Weise erhSIt man auch 
die chlorformylierten Steroide. Prinzipiell sind somit alls biologisch inaktiven Steroide zugSnglich, die 
reaktive Hydroxylgruppen aufweisen. Beispielsweise seien hier genannt: Cholesterol, Cholestanol, Coprosta- 
nol, Ergosterol, Sitosterol oder Stigmasterol. 

30 Die ebenfalls einsetzbaren Saurechloride (Formel VI) erhalt man beispielsweise aus den entsprechen- 
den Carbonsauren durch Umsetzung mit Phosphortrichlorid, Phosphorpentachlorid, Oxalylchlorid oder 
Thionylchlorid. 

Verbindungen des Formeltyps V, VI oder VII, in denen eine AJkylkette durch eine Gxycarbonyl- Oder 
Carbonyloxy-Gruppe unterbrochen ist, werden beispielsweise durch Umsetzung von cyclischen Dicarbon- 
35 sSureanhydriden mit Alkoholen hergestellt' Die auf diese Weise erhaltenen Dicarbonsauremonoester werden 
dann analog zu den oben beschriebenen CarbonsSuren, z.B. mit Oxalylchlorid zu den entsprechenden 
SSurechloriden umgesetzt. 

Ein vorteilhaftes Verfahren zur Herstellung der Ultraschall-Kontrastmittel besteht darin, ein Oder mehrere 
der Polyaminodicarbonsaure-co-imid-Derivate der Formel I in einem Losungsmittel Oder Losungsmittelge- 
40 misch mit hohem Schmelzpunkt zu losen oder diese Derivate mit einem Oder mehreren weiteren Polymeren 
und/oder physiologisch unbedenklichen Hilfsstoffen zu mischen und in einem Losungsmittel Oder Losungs- 
mittelgemisch mit hohem Schmelzpunkt zu losen und in ein kondensiertes kaltes Gas, z. B. flOssigen 
Stickstoff, zu vertropfen. Durch das Leidenfrostsche Phanomen entstehen dabei absolut runde Partikel. AJs 
Lbsungsmittel sind beispielsweise Alkohole, Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid, Tetrahydrofuran, Methy- 
46 lenchlorid, Dioxan, Acetonitril oder Mischungen mit Alkoholen einsetzbar. Das hochschmelzende und mit 
Wasser mischbare Losungsmittel wird z. B. durch Uberfuhrung der Mikroparfikel in Wasser herausgelost 

und das Polymere dabei ausgefallt, wobei die Kugelgestalt der Mikropartikel erhalten bleibt 

Besitzt das verwendete organische Losungsmittel neben einem hohen Schmelzpunkt zugleich einen 
niedrigen Siedepunkt, so ISfit sich dieses Vertropfungsverfahren weiter vereinfachen, indem das Ldsungs- 
60 mittel, z.B. teri Butanol, direkt mittels Gefriertrocknung schonend entfemt werden kann. 

Bn weiteres Verfahren zur Herstellung der Ultraschall-Kontrastmittel besteht darin, ein oder mehrere der 
Polyaminodicarbonsaure-co-imid-Derivate der Formel I in einem Losungsmittel oder Losungsmittelgemisch 
aufzulosen und gegebenenfalls nach Zusatz eines weiteren Losungsmittel und/oder eines oder mehreren 
weiteren Polymeren auszufallen Oder in Wasser zu dispergieren. Als weitere Polymere eignen sich 
55 beispielsweise Polyvinylalkohol (®Mowiol 28-99) oder Polyoxyethylenpolyoxypropylen (®Pluronic F 127). Als 
weiteres Losungsmittel konnen z. B. Ether verwendet werden. Mikropartikel mH einem Durchmesser von 0.5 
bis 15 um erhSIt man durch starkes ROhren z. B. mit einem Mixer (25000 UPM). Anschlieflend werden die 
Losungsmittel z. B. durch lyophilisieren entfemL 
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Ein besonders vorteilhaftes Verfahren besteht darin, die Mikropartikel durch SprOhtrocknung zu gewin- 
nen. Dazu werden ein Oder mehrere Polyaminodicarbonsaure-co-imid-Derivate der Formel I gelost Oder 
diese Derivate werden mit einem oder mehreren weiteren Polymeren und/oder physiologisch unbedenkli- 
chen Hilfsstoffen gemischt und in Ldsung gebracht. Als Ldsungsmrttel Oder Losungsmittelgemische eignen 
5 sich beispielsweise Alkohol. Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid, Tetrahydrofuran,. Methylenchlorid, Dioxan 
Oder Acetonitril. AnschlieBend wird die Losung in einem Spruhtrockner zu Mikropartikeln versprOht 

Bei dem beschriebenen Verfahren kdnnen die Polymere der Forme! I allein Oder auch als Gemisch 
verschiedener Polymer© der Formel I verwendet werden. Diese Polymere konnen auch in Mischungen mit 
anderen bioabbaubaren und/oder biovertraglichen Polymeren (z. B. ®Pluronic F68, PHEA, Dextrane, Poly- 
io ethylenglykole, Hydroxyethylstarke und andere abbaubare Oder ausscheidbare Polysaccharide) Oder phy- 
siologisch unbedenktichen Hilfsstoffen ( z. B. Polymerweichmacher) eingesetzt werden. 

Die Mikropartikel enthalten Gas beispielsweise Luft, Stickstoff, Edelgase wie Helium. Neon, Argon Oder 
Krypton, Wasserstoff, Kohlendioxid, Sauerstoff, Oder deren Gemische. Die Mikropartikel werden mit einem 
Gas beladen, indem beispielsweise die Mikropartikel nach der Lyophilisierung in einer entsprechenden 
is Gasatmosphare gelagert Oder bei der SprOhtrocknung direkt bei der Herstellung in einer entsprechenden 
Gasatmosphare gewonnen werden. 

Die erfindungsgemaBen Ultraschall-Kontrastmittel werden vor Applikation durch Zusatz von einem Oder 
mehreren physiologisch annehmbaren TrSgern und gegebenenfalls weiteren Zusatz- und/oder Hilfsstoffen in 
eine geeignete diagnostische Oder therapeutische Darreichungsform UberfOhrt. Die Ultraschall-Kontrastmittel 
20 werden beispielsweise vor Applikation durch Zusatz von Wasser und Mischen suspendiert 

Durch Zugabe osmotisch aktiver Substanzen, beispielsweise Kochsalz, Galaktose, Glukose, Fruktose, 
kann die physiologisch© Isotonie der Partikelsuspension hergestellt werden. 

Bei den beschriebenen Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Ultraschall-Kontrastmittel 
kann man PartikelgroBen erreichen bei denen 90% der Partikel zwischen 0,1 urn und 15 urn liegen. Mit 
25 dem SprOhtrocknungsverfahren konnen PartikelgroBenverteilungen erreicht werden, bei denen 90 % der 
Partikel kleiner als 3 um sind. GroBere Teilchen werden durch Aussieben, beispielsweise mit einem 15 um 
Siebgewebe und/oder 3 um Siebgewebe entfernt. Bei der Verwendung dieser Mikropartikel als Ultraschall- 
Kontrastmittel zur Diagnose von Herz-Kreislauf-Erkrankungen haben sich PartikelgroBen von 0,1 um bis 7 
um bewShrt, vorteilhaft werden Partikelgr6Ben von 0.1 um bis 3 um eingesetzt. Die Uitraschall-Kontrastmit- 
30 tel werden beispielsweise in die Blutbahn injiziert. Je Injektion werden 0,1 mg bis 1000 mg der Mikroparti- 
kel, bevorzugt 1 mg bis 100 mg, eingesetzt 

Die im vorstehenden beschriebenen Ultraschall-Kontrastmittel konnen sowohl fur diagnostische als auch 
therapeutische Verfahren verwendet werden. Die Verwendung der erfindungsgemaflen Ultraschall-Kontrast- 
mittel ist nicht nur auf die Sichtbamnachung des Blutstroms im rechtsventrikularen Teil des Blutkreislaufes 
35 nach venoser Applikation beschrSnkt. Die Ultraschall-Kontrastmittel konnen mit ausgezeichnetem Erfolg fGr 
die Untersuchung der linken Herzseite und des Myocards verwendet werden. Ferner ist es auch moglich 
andere vom Blut versorgte Organe wie Leber, Milz, Nlere Oder Gehim mit diesen Kontrastmitteln sichtbar zu 
machen. 

Die erfindungsgemSBen Ultraschall-Kontrastmittel eignen sich aber auch zun Sichtbarmachen von 
40 Hohlraumen in Menschen, Tleren oder Pflanzen, beispielsweise Harnblase, Hamleiter. Gebarmutter oder 
Vagina. 

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung im einzelnen beschrieben. Prozentangaben beziehen 
sich auf das Gewicht, sofem nicht anders angegeben. 

45 Belsple! 1 

Herstellung von Poly succinimid-co-a,/9-(hydroxy-ethyl)-D.L-aspartamid (70:30) 

10 g (103 mmol) PolyanhydroasparaginsSure werden in etwa 40 ml N,N-Dimethylformamid (DMF) 
so gegebenenfalls unter vorsichtigen Erwarmen gelost. Zu dieser Losung werden 1,83 g (30 mmol) frisch 
destilliertes 2-Aminoethanol zugetropft und bei Raumtemperatur uber Nacht geruhrt. Der Reaktionsansatz 
wird in Butanol gefallt und mit getrocknetem Aceton mehrfach gewaschen. Die Trocknung erfolgt im 
Vakuum bei erhohter Temperatur. Das weiBe, wasserlosliche Produkt entsteht zu annahemd 100 % und 
wird NMR-spektroskopisch auf RDckstande von DMF und Butanol geprOft Das eingesetzte molare Verhalt- 
55 nis von PolyanhydroasparaginsSure zu Aminoethanol entspricht etwa der Copolymerenzusammensetzung. 

Belsplel 2 
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Herstellung von 4-Chlor-4-oxobuttersSure-n-butylester 

Bernsteinsauremonobutylester wird mit GberschUssigem Thionylchlorid und elinem Tropfen DMF ver- 
setzt. Die Reaktion erfoigt unter Gasentwicklung. Man laflt den Ansatz.Qber Nacht unter Feuchtigkeitsaus- 
5 schluB rOhren und destilliert anschlieBend das uberschOssige Thionylchlorid bei Normaldruck ab. Das 
zurQckbleibende Rohprodukt wird bei 0,05 mbar fraktioniert destilliert und das Reinprodukt bei ca, 70 # G 
gewonnen. Bei der IR-spektroskopischen Charakterisierung weist das Produkt Banden bei 1800 cm" 1 
(Saurechlorid) und 1740 cm” 1 (Ester) von gleicher Intensitat auf. 

to Belsplel 3 

Herstellung von Polysuccinimid-co-a.B^butyloxycarbonylpropionyloxyethyO-D.L-aspartamid (70:30) 

6 g Poiysuccinimid-co-a,B-(hydroxyethyl)-D,L-aspartamid (= 16 mmol Hydroxy ethylgruppen), darge- 
75 stellt wie in Beispiel 1 beschrieben, werden in 100 ml trockenem N,N-Dimethylformamid (DMF) gelost. 

. Nach Zugabe von 4 g (50 mmol) Pyridin wird auf 0* C gekuhlt und unter RUhren innerhalb 15 Minuten 4,8 g 
(25 mmol) 4-Chlor-4-oxobuttersaure-n-butylester(siehe Bsp. 2) zugegeben. Der Ansatz wird Ober Nacht 
geruhrt und in 0.5 I Ether gefallt Das ausgefallene Produkt wird abgesaugt mit Ether, Aceton, Wasser, 
Aceton und Ether gewaschen. Man erhalt etwa 8 g eines weiflen Polymeren mit einem Substitutionsgrad 
20 von annahemd 100 % (NMR-spektroskopisch Uberprufbar). Das entstandene Polymer 1st z. B. In Acetonitril 
mit einer Spur Dimethylsulfoxid (DMSO), in DMSO Oder DMF loslich. 

Beispiel 4 

25 Herstellung von Polysuccinimid-co-a./S-tnonylcarbonylpxyethyO-D.L-aspartamid (50:50) 

6 g eines Polysuccinimid-co-a,/ 3 -(hydroxyethyl)-D,L-aspartamids (50:50) ( A 24 mmol Hydroxyethylgrup- 
pen), das analog Beispiel 1 aus Polyanhydroasparaginsaure (MG = 14000) und 2-Aminoethanol (molares 
Verhaltnis 2:1) hergestelit wurde, werden in 100 ml trockenem DMF gelost, mit 8 g (100 mmol) trockenem 
30 Pyridin versetzt und auf 0*C gekuhlt. Es werden langsam 9,6 g. destilliertes Decansaurechlorid zugetropft 
und analog Beispiel 3 weitergearbeitet. Man erhalt etwa 8 g eines weiBen, vollstandig substituierten 
Polymers (NMR-Kontrolle), das z. B. in Dichlormethan und THF mit jeweils einer Spur DMSO Oder in 
Methanol/Dichlormethan-Gemischen Idslich ist. 

35 Beispiel 5 

Herstellung von Polysuccinimid-co-a,/ 9 -(nonylcarbonyloxyethyl)-D,L-aspartamid verschiedener Copolymeren- 
zusammensetzung und unterschiedlichen Molekulargewichtes 

40 Analog Beispiel 1 wurden verschiedene Polysuccinimid-co-a,B-(hydroxyethyl)-D,L-aspartamide u. a. der 
Zusammensetzung 70:30, 50:50 und 30:70 aus Polyanhydroasparaginsauren unterschiedlichen Molekularge- 
wichtes (MG = 7000; ca. 13000; 30000) hergestelit und mit Decansaurechlorid, wie in Beispiel 4 
beschrieben zu den entsprechenden Polysuccinimid-co-a.B'tnonylcarbonyloxyethylJ-D.L-aspartamiden um- 
gesetzt. 

45 a) - Polysuccinimld-co-a,/ 3 -(nonylcarbonyloxy-ethyl)-D,L-aspartarnid (70:30) aus Polyanhydroasparagin- 
saure (MG = 7000); charakterisiert durch NMR 

b) - Polysuccinimid-co-a,/3-(nonylcarbonyloxy-ethyl)-D,L-aspartamid (70:30) aus Polyanhydroasparagin- 
saure (MG = 14000); charakterisiert durch NMR 

c) - Polysuccinimid-co-a,B*(nonylcarbonyloxy-ethyl)-D,L-aspai1amid (70:30) aus Polyanhydroasparagin- 
50 saure (MG = 30000); charakterisiert durch NMR 

d) - Polysuccinimid-co-a.B-tnonylcarbonyloxy-ethylJ-D.L-aspartamid (30:70) aus Polyanhydroasparagin- 
saure (MG = 12000); charakterisiert durch NMR 

Beispiel 6 
55 

Herstellung von Polysuccinimid-co-a,B-(octyloxycarbonyloxyethyl)-D,L-aspartamid (70:30) 

6 g Polysuccinimid-co-a,B-(hydroxyethyl)-D.L-aspartamid (70:30) (^ 16 mmol Hydroxyethyjgruppen), 
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dargestellt wie in Beispiel 1 beschrieben aus Polyanhydroasparaginsaure (MG = 37000) und Aminoethanol, 
warden analog Beispiel 3 mit 4,8 g (25 mmol) Octylchlorofonmiat umgesetzt sowie entsprechend aufgsarbei- 
tet. Man ©rhSIt etwa 8 g eines weiBen, vollstandig substituierten Polymers, das in THF Oder Methanol/ 
Dichtormethan-Gemischen Idslich 1st. 

5 

Beispiel 7 

■'* Herstellung yon Polysuccinimid-co-a,£-(nonylcarbonyloxyethyl)-co-a,/S-(hydroxyethyl)-D,L-aspartamid 
(60:20:20) 

TO 

6 g Polysuccinimid-co-a.B-(hydroxyethyl)-D,baspartamid (60:40) («^ 20 mmol Hydroxyethylgrupp8n), 
das analog Beispiel 1 aus Polyanhydroasparaginsaure und 2-Aminoethanol (molares Verhaltnis 6:4) herge- 
stellt wurde, werden analog Beispiel 3 mit 2,3 g Decansaurechlorid (^ 12 mmol) zur Reaktion gebracht. Auf 
Grund des unvollstandigen Umsatzes (verhaltnismaBig geringer OberschuB an SSurechlorid) werden die 
T 5 freien OH-Gruppen nur zur Halfte verestert. Es entsteheh etwa 7 g eines weiBen Polymeren. Mikropartikel 
dieser Substanz zeigen eine feste Konsistenz in Wasser und sind gut suspendierbar. 

Beispiel 8 

20 Herstellung von Polysuccinimid-c»-a,£-(oleyl-oxyethyl)-D,L-aspartamid (10:90) 

6 g Polysuccinimid-co-a.B-thydroxyethylhD.L-aspartamid (10:90) 40 mmol Hydroxyethylgruppen), 

dargestellt analog Beispiel 1 mit einem molaren Verhaltnis von Polyanhydroasparaginsaure zu 2-Aminoetha- 
nol wie 1:9, werden mit 20 g destilliertem Olsaurechlorid analog Beispiel 3 umgesetzt. Die heterogene 
25 Reaktionsmischung wird durch Zugabe von Dichlormethan homogen. Es wird zweifach in Methanol, das auf 
-20* C gekUhtt ist, gef§llt. Das gelblich gefSrbte Polymer ist thermoplastisch. 

Beispiel 9 

30 a) Herstellung von Mikropartikeln 

40 mg Polysuccinimid-co-a,/9-(nonylcarbonyloxy-ethyl)-D,L-aspartamid (50:50) aus Beispiel 4 werden in 
1 ml Methylenchlorid/Methanol (Volumenanteil 50/1) gelost. Die Losung wird unter Ruhren (800 Upm) in ein 
Becherglas mit 60 ml 0,1 Gew.-%iger, waBriger Polyvinylalkohol-Losung (®Mowiol 28-99) eingebracht, die 
35 mit 0,3 ml Methylenchlorid/Methanol (50/1) gesSttigt ist Gleichzeitig wird die Losung mit einem Mixer 
(25000 UPM) fein dispergiert 

Nach 5 Minuten wird der Inhalt in ein Becherglas mit 200 ml Wasser gegeben und 30 Minuten gerOhrt 
(200 Upm). Das Uberstehende Wasser wird abdekantiert . und die Mikropartikel werden lyophilisiert 
(Durchmesser nach Lyophilisation: 0,5 bis 15 urn). 

40 

Beispiel 10 

Herstellung von Mikropartikeln 

45 80 mg Polysuccinimid-co-a,/ 9 -(octylcarbonyloxy-ethyl)-D,L-aspartamid (70:30) aus Beispiel 6 werden bei 

50* C in 1 ml Dimethylsulfoxid gelost und mit 20 mg Hydroxypropylcellulose (®Klucel M.) versetzt Die 
Ldsung der beiden Polymeren wird mjt einer Kanule (Einwegspritze, KanQIendurchmesser auBen 0,6 mm) in 
eine Vorlage von flOssigem Stickstoff (100 ml) eingetropft. 

Die entstandenen Mikropartikel werden in 200 ml Wasser OberfQhrt und 2 Stunden von restiichem 
so LOsungsmittel extrahiert. OberschQssiges Wasser wird abdekantiert und die Mikropartikel werden lyophili- 
siert (Durchmesser nach Lyophilisation: 1-2 um). 

Beispiel 11 

55 Herstellung von Mikropartikeln 

Je 4 g von Po!ysuccinimid-co-a,B-(octyloxycarbonyioxyethyi)-D,L-aspartamid (A) (Beispiel 6) und 
Polysuccinimid-co-a,£-(nonylcarbonyloxyethyl)-D,L-aspartamid (B) (Beispiel 5 d) werden in den in Tabelle 1 
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35 . 

Die GroBenverteilung der Mikropartikeln 1st in einem Cilas-Granulometer 715 bestimmt worden. 

Jeweils 30 mg Portionen der oben hergesteilten Mikropartikel werden In 1,5 ml Susp8nsionshilfsmittel 
dispergiert. Die Suspensionshilfsmittel bestehen aus 150 mg Dextran 40 (Firma Roth, W.-Germany), 7,5 mg 
Polysorbat und 13,5 mg NaCI in 1,5 ml destilliertem Wasser. Die Suspensionen werden mit Siebgeweben 
40 (15 um und 3 um Maschenweite) fittriert und anschlieBend lyophilisiert. Vor der Applikation werden die 
Mikropartikel mit Wasser suspendiert. 

Betspiel 12 

46 Echokardiographische Untersuchung am Hund 

30 mg Mikropartikel (hergesteilt nach Beispiel 11, Substanz B, CH 2 Cl 2 /Methanol 2:3 (Vol.)) Werden in 
1,5 ml destilliertem Wasser mit Hilfe eines Glasstabes resuspendiert. Mit einer Injektionsspritze wird diese 
Suspension in eine perlphere Vene injiziert. Ein Ultraschallkopf eines Ultraschallgerates (Toshiba, FSH 160a, 
so Japan) wird an den Thorax des Versuchstieres gehalten, so dafi ein typischer Querschnitt durch das rechte 
und links Herz erhalten wird. Sobald das Ultraschall-Kontrastmittel die rechte Herzhalfte erreicht, kann man 
auf dem Monitor des UltraschallgerStes erkennen, wie das durch das Kontrastmittel markierte Blut den 
rechten Vorhol erreicht, dann den rechten Ventrikel und anschlieBend das Herz Ober die Pulmonalarterie 
wieder verlaflt Nach der Lungenpassage wird die linke Herzhalfte durch das Kontrastmittel erkennbar. Der 
55 Ultraschallkontrast vor und nach der Lungenpassage ist von gleicher Intensitat, so daB man von einem im 
wesentlichen vollstandigen Verbleib der Luft in den Polymeren sowie im wesentlichen verlustfreien Trans- 
port der Mikropartikel zur linken Herzh&tfte ausgehen kann. 
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PetentansprUche 



1. Ultraschall-Kontrastmittel, bestehend aus Mikropartikeln, welche ein Gas und ein 
Polyaminodicarbon$5ure-co-imid-Derivat der Formal l, 
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in der 

n 1 Oder 2 

x 1 bis 500 

y 1 bis 500 ist, wobei 

x + y 2 bis 1 000 ist und 
R O-R 1 Oder NH-R 2 bedeutet, worin 

R 2 H. (CH 2 ) m -OR\ (CH 2 ) m -0-C(0)-R 1 Oder (CH 2 ) m -0-C(0)-0R 1 bedeutet und 

m 2 bis 6 ist und 

R 1 H, Aryl, Aralkyl, Arylalkenyl, Alkyl Oder C 3 -Cs -Cycloalkyl Oder ein biologisch inaktiver 

Steroidalkoho! Oder eine Aminosaure bedeutet, wobei Aryl unsubstituiert ist Oder substitu- 
iert ist mit Ci-Ci-Alkyl, C 2 -C 4 -Alkenyl. Ci-C 4 -Alkylcarbonyloxy, Ci-Ci-Alkoxycarbonyl, Ci- 
C^-Alkoxy Oder Hydroxy 

wobei die fur R 1 genannten Alkylreste 1-22 C-Atome und die Alkenylreste 2 - 22 C- 
Atome aufweisen, die nicht unterbrochen Oder durch eine Carbonyloxy- Oder Oxycarbonyl- 
gruppe unterbrochen sind, 

wobei die in eckige Klammern gesetzten Wiederholungseinheiten statistisch und/oder in BIScken im 
Polymeren verteilt sind und wobei sowohl die mit x als auch die mit y gekennzeichheten Wiederho- 
lungseinheiten identisch oder unterschiedlich sind und wobei die Aminosauren a- und/oder /9-verknUpft 
sind, enthalten. 



2. Ultraschall-Kontrastmittel nach Anspruch 1 , worin in Formel I, 

35 R NH-R 2 bedeutet und 

m 2 ist und 

R 1 H, Aryl. Aralkyl. Alkyl oder C 5 -C€-Cycloalkyt bedeutet. wobei die Alkylreste 1 - 22 C-Atome 
aufweisen. 



40 3. Ultraschall-Kontrastmittel nach Anspruch 1, worin in Formel I, 

R O-R 1 bedeutet und 

R 1 Aryl, Aralkyl, Alkyl oder Cs-Cs-Cycloalkyl bedeutet. wobei die Alkylreste 1 - 22 C-Atome 
aufweisen. 

45 4, Ultraschall-Kontrastmittel nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Mikropartikel als Gas, Luft, Stickstoff, Edelgase, Wasserstoff, Kohlendioxid, Sauerstoff oder 
Mischungen dieser Gase enthalten. 

5. Verfahren zur Herstellung eines Ultraschall-Kontrastmittels nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet 
so a) dafl man eine Losung eines oder mehrerer Polyaminodicarbonsaure-co-imid-Derivate der Formel I 

Oder eine Losung dieses Oder dieser Derivate, die zusStzlich ein oder mehrere weitere Polymere 
und/oder physiologlsch unbedenklichen Hilfsstoffe enthaft, spruhtrocknet, Oder da man 

b) ein oder mehrere PoIyaminodicarbonsSure-co-imid-Derlvate der Formel I in einem L6sungsmittel 
oder Losungsmittelgemisch mil hohem Schmelzpunkt I5st oder diese Derivate mit einem oder 

55 mehreren weiteren Polymeren und/oder physiologisch unbedenklichen Hilfsstoffen mischt und in 

einem Losungsmittelgemisch mit hohem Schmelzpunkt lost und dann in ein kondensiertes kaltes 
Gas tropft und anschliefiend das L6sungsmittel entfemt Oder dafl man 

c) ein oder mehrere Polyaminodicarbonsaure-co-imid-Derivate der Formel I in einem Losungsmittel 
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Oder L6sungsmittelgemisch I5st und anschlieflend gegebenenfalls nach Zusatz eines weiteren 
Lbsungsmittel und/oder eines Oder mehreren weiteren Polymeren ausfSIlt Oder in Wasser dispergiert 
und die erhartene Suspension von Ldsungsmitteln befreit 

5 6. Verwendung von Ultraschall-Kontrastmittel nach einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 4 zur 

Herstellung von Diagnostika Oder Therapeutika. 

7. Verwendung von Ultraschall-Kontrastmittel nach einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 4 zur. 
Uritersuchung von Hohlraumen in Menschen, Tieren Oder Pflanzen. 

10 

0 . Verwendung von Ultraschall-Kontrastmittel nach einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 4 zur 
Diagnose von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. 

9. Diagnostikum Oder Therapeutikum, bestehend aus mindestens einem Ultraschall-Kontrastmittel nach 
75 einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 4 Oder mindestens einem nach dem Verfahren 5 

hergestellten Ultraschall-Kontrastmittel. 

10. Verfahren zur Hersteliung eines Diagnostikums Oder Therapeutikums gema B Anspruch 9. dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 man mindestens ein Ultraschall-Kontrastmittel gemafl einem Oder mehreren der 

20 AnsprOche 1 bis 4 mit einen physiologischen Trager und gegebenenfalls weiteren Zusatz- und/oder 
Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungsform bringt. 



Patentanspruche fUr folgenden Vertragsstaat ES 

1. Verfahren zur Herstellung eines Ultraschall-Kontrastmittels, bestehend aus Mikropartkeln, welche ein 
Gas und ein Polyaminodicarbonsaure-co-imid-Derivat der Formel I, 
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in der 

n 1 Oder 2 

x 1 bis 500 

y 1 bis 500 1st. wobei 

x + y 2 bis 1000 ist und 

R O-R 1 Oder NH-R 2 bedeutet, worin 

R 2 H. (CHzU-OR 1 . (CH 2 ) m -0-C(0)-R 1 Oder (CHzU-O-CtO-OR 1 bedeutet und 

m 2 bis 6 ist und 

R 1 H. Aryl, Aralkyl. Arylalkenyl, Alkyl Oder Cz-Ce-Cycloalkyl oder ein biologisch inaktiver 

Steroidalkohol Oder eine Aminosaure bedeutet. wobei Aryl unsubstituiert ist Oder substitu- 
iert ist mlt Ci-C*-Alkyl, C 2 -Ct-Alkenyl, Ci-C.-Alkylcarbonyloxy, Ct-C*.-Alkoxycarbonyl, Ci- 
Ct-Alkoxy Oder Hydroxy 

wobei die fdr R 1 genannten Alkylreste 1 - 22 C-Atome und die Alkenylreste 2 - 22 C- 
Atome aufweisen, die nicht unterbrochen oder durch eine Carbonyloxy* Oder Oxycarbonyl- 
gruppe unterbrochen sind, 

wobei die in eckige Klammern gesetzten Wiederholungseinheiten statistisch und/oder in Bldcken im 
Polymeren yerteilt sind und wobei sowohl die mit x als auch die mit y gekennzeichneten Wiederho- 
lungseinheiten identisch oder unterschiedlich sind und wobei die Aminosauren o- und/oder ^-verknOpft 
sind, enthalten, dadurch gekennzeichnet, dafl man 

a) eine Losung eines oder mehrerer Polyaminodicarbons§ure-co-imid-Derivate der Formel I oder 
eine Losung dieses oder dieser Derivate, die zusatzlich ein oder mehrere weitere Polymere 
und/oder physiologisch unbedenklichen Hilfsstoffe enthalt, sprOhtrocknet, oder daS man 
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b) ein Oder mehrere Polyaminodicarbons8ure-co-imid-Derivate der Forme! I in einem L6sungsmittel 
Oder Ldsungsmittelgemisch mit hohem Schmelzpunkt I6st Oder diese Derivate mit einenri Oder 
mehreren weiteren Polymeren und/oder physiologisch unbedenklichen Hilfsstoffen mischt und in 
einem Ldsungsmittel Oder L6sungsmittelgemisch mit hohem Schmelzpunkt lost und dann in ein 

5 kondensiertes kaltes Gas tropft und anschlieBend das Losungsmittel entfemt, Oder daB man 

c) ein oder mehrere PolyaminodicarbonsSure-co-imid-Derivate der Formel I in einem Losungsmitte! 
oder Losungsmittelgemisch 18st und anschlieBend gegebenenfalls nach Zusatz eines weiteren 
Ldsungsmrttels und/oder eines oder mehreren weiteren Polymeren ausfallt oder in Wasser disper- 
giert und die erhaltene Suspension von LCsungsmitteln befreit. 

70 

Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Verbindungen der Formel I, worin 
R NH-R 2 bedeutet und 

m 2 1st und 

R 1 H, Aryl, Aralkyl, Alkyl Oder Cs-Cg -Cycloalkyl bedeutet, wobei die Aikylreste 1-22 C-Atome 
75 aufweisen, herstellt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man Verbindungen der Formel I, 
worin 

R O-R 1 bedeutet und 

20 R 1 Aryl, Aralkyl, Alkyl oder Cs-Cg -Cycloalkyl bedeutet, wobei die Aikylreste 1-22 C-Atome 

aufweisen, herstellt. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man 
Mikropartikel herstellt, die als Gas, Luft, Stickstoff, Edelgase, Wasserstoff, Kohlendioxid, Sauerstoff Oder 

25 Mischungen dieser Gase enthalten. 

5. Verwendung von Ultraschall-Kontrastmitteln, erhalten nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
4, zur Herstellung von Diagnostika oder Therapeutika. 

30 6. Verwendung von Ultraschall-Kontrastmitteln, erhalten nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 
4, zur Herstellung von Diagnostika zur Untersuchung von Hohlraumen in Menschen, Tieren Oder 
Pflanzen. 

7. Verwendung von Ultraschall-Konstrastmitteln nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4 zur 
35 Herstellung von Diagnostika zur Diagnose von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums oder Therapeutikums, dadurch gekennzeichnet, daB 
man mindestens ein Ultraschall-Kontrastmitel erhalten nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 
4 mit einem physiologischen Tr&ger und gegebenenfalls weiteren Zusatz- und/oder Hilfsstoffen in eine 

40 geeignete Darreichungsform bringt 



45 
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